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論　文　内　容　の　要 旨
〔目　的〕
脊椎椎間板ヘルニアや変形性脊椎症などに対する手術治療としては、現在病変椎間板の切
除と自家骨移植により生物学的骨癒合を図る脊椎固定術が最も広く適用され、安定した手術
成績が報告されている。しかし固定範囲が多椎間に及んだ場合脊椎可動性の減少と、長期的
にはmechanicalstressが隣接権間に集中し同部位での変性が助長されるということも指摘され
ている。これらの合併症を防止する理想的な方法は、病変椎間板を切除し神経組織を除庄後、
その間隙を健常椎間板で置換することである。この目的に沿って欧米では、弾性を有した人
工椎間板が試作、臨床試用されているがその成績は未だ明かではない。本研究の目的は、人
工物置換の対として椎間板同種移植の動物実験を施行し、その結果から臨床応用の可能性を
検討することである。
〔方　法〕
椎間板移植を実際に即して考えた場合、自家椎間板移植や同種新鮮移植は、椎間板変性疾
患が生命に関わることのない疾患であるだけに非現実的である。そこで同種保存椎間板移植
に限定すると、donarの椎間板の保存方法についても検討が必要であった。それについては椎
体、椎間板ユニットを骨、軟骨複合体とみなし関節移植の際に用いられる凍結保存方法に基
づいて実施した。
～実験1凍結保存が椎間板に及ぼす影響～
体重10～15kgの雑種成犬の胸腰椎を一塊として無菌的に切除し、椎間板とその上下の軟骨
終板および軟骨下骨を約3mm含めた椎体、椎間板ユニットとして採取した。これを10％
dimethyl sulfoxide（DMSO）と10％FBS含有M－199培地に4℃で2時間浸漬後、プログラムフリ
ーザーを用い、－0．4℃毎分で－6℃まで緩徐冷却したのち－80℃まで冷却、その後－80℃およ
び液体窒素中で－196℃にて0～4過保存した。実験時には37℃で急速解凍後使用した。椎間板
は、冷凍後すぐに解凍したもの（n＝14）、4週保存したもの（n＝12）をそれぞれ新鮮椎間板
（n＝12）と比較検討した。方法は、トルイジンブルー染色による組織学的検索と線維軟骨細
胞のプロテオグリカン合成能を調べるために、急速解凍した椎間板の線維輪を48時間培養し
た後、Na235S04を370KBq／融で4時間ラベルし、液体シンチレーションカウンターにより取
り込み量を測定した。また、マイクロオートラジオグラフィーで標識細胞の局在を観察した。
～実験2　同種椎間板移植手術～
腰椎椎間板を前方から経腹膜的に切除した後に冷凍保存しておいた椎体、椎間板ユニット
（急速解凍したもの）を移植し、AO小型プレートで内固定した。犬は外固定を施さず、骨癒
合が部分的に完成する12週後にプレートを抜釘した。12週、24過、48週の時点でそれぞれ7頭、
2頭、4頭について移植椎間板部のⅩ線像と組織学的所見を検討した。
－11－
〔結　果〕
．
実験1：凍結直後解凍および凍結保存4過の椎間板組織所見では、線維輪は現別的なコラー
ゲン配列を示し、線維輪軟骨細胞はトルイジンブルー染色により良好なメタクロマジーを呈
する。髄核細胞も正常形態を示し染色性も良好であった。凍結直後に解凍した椎間板の35S標
識による基質合成能は新鮮椎間板と比較して有意な変化は認められなかったが、凍結保存4週
後の椎間板のそれは新鮮椎間板の44％に低下していた。マイクロオートラジオグラフィーに
おいて、凍結保存4週後の椎間板の35Sで標識された細胞は線維輪辺縁部に多く認められたが、
新鮮椎間板と比較して標識細胞数は減少していた。
実験2：【Ⅹ線所見】　移植後12週経過群での骨接合部には間隙が存在するが、24過で骨癒
合は完成した。椎間間隙は12週、24週経過例においても保たれ、椎体縁の骨辣形成も認めな
い。48過を経過すると椎間間隙はやや狭小化し椎体線の骨棟が出現した。【組織学的所見】
移植されたユニットは骨癒合し骨は成熟した。12週経過例での椎間板組織は構造が保たれ、
基質染色性も良好である。24週例では髄核組織は判別しがたくなり、48週例では線維輪構造
は残存するものの、基質染色性は低下し髄核も線維化を示した。全例に全期間を通じて炎症
細胞浸潤は認めなかった。
〔考察および結論〕
椎間板組織の生物学的活性を温存するための報告は今までになく、今回は関節軟骨凍結保
存の方法に基づいて施行した。本結果から緩徐凍結、凍結保存は椎間板に対して組織学的に
悪影響を及ぼさないが、保存期間の延長により構成細胞の生物学的活性は低下した。これは
標識細胞の局在から、凍結保護剤であるDMSOの浸透度に依ると推察される。現在までの関
節軟骨同種移植の知見では、いかに軟骨細胞の生物学的活性を残存させるかということが、
移植の予後を左右するとされている。椎間板凍結保存は、ある程度活性を残しているとみら
れるが、移植後長期的には変性は明らかに進行することから、より理想的な保存法の開発が
のぞまれる。
論文審査の結果の要旨
脊椎椎間板病変に対する手術的治療としては、現在脊椎椎間固定術が広く適用され、安定
した手術成績が報告されている。しかし、固定範囲が多椎間に及んだ場合脊椎可動性の減少
と、隣接椎間の変性進行が指摘されている。本研究は、これらの合併症を防止し脊椎可動性
を温存させる目的で、椎間板同種移植の基礎実験を施行し、臨床応用の可能性を検討したも
のである。
実験1の凍結保存が椎間板に及ぼす影響の実験では、（1）緩徐凍結による椎間板凍結保存は組
織学的には悪影響を及ぼさないが、椎間板の代謝機能を反映するプロテオグリカン合成能は4
週間の保存で44％に低下した。（2）生存細胞は線維輪辺縁に局在し凍結保護剤の浸透度の影響
が考えられた。実験2の同種椎間板移植手術では、（1）短期的（12週）には良好な生着を示した
が、長期的（48週）には移植椎間板は変性所見を示した。（2）長期経過例の一部に活発な基質
合成能を示す再生線維軟骨細胞が認められた。（3）仝例に全期間を通じて拒絶による炎症細胞
浸潤は認めなかった。以上の結果から本実験での凍結保存方法による椎間板移植でも、短期
的には椎間板としての機能を有することが判明した。また現在までの関節軟骨同種移植の知
見では、いかに軟骨細胞の生物学的活性を残存させるかということが、移植の予後を左右す
るとされており、より理想的な保存法の開発の重要性が示唆された。本研究は、緩徐凍結が
椎間板の形態、代謝活性に及ぼす影響を初めて示したもので、さらに椎間板同種移植の長期
成績を明らかにした興味深いものであり、博士（医学）の学位を授与するに価するものと認
められた。
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